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RESUMO 

O aumento da busca por uma alimentação saudável atraiu o interesse da 

indústria alimentícia. Desse modo, houve a formação de novos produtos como os 

probióticos. Probióticos são micro-organismos vivos capazes de oferecer algum 

benefício para saúde do hospedeiro, no entanto, o processamento pode comprometer 

as características das células. A ANVISA estabelece requisitos para manter um 

padrão de qualidade na comercialização desse produto e, dessa forma, faz-se 

necessária a elaboração de estudos e pesquisas que investiguem a qualidade dos 

produtos disponíveis no mercado para verificar se as empresas seguem esses 

requisitos. O experimento consistiu na reidratação de uma cultura probiótica 

liofilizadas em quatro tipos de diluentes: solução salina, Ringer, água peptonada e 

MRS. Cada amostra foi homogeneizada e, após o tempo de reidratação, foram feitas 

diluições seriadas. Logo após, foram plaqueadas pelos métodos Pour plate e Spread 

plate. Fez-se também a microdiluição das amostras reconstituídas. As placas de Petri 

e de microdiluição foram incubadas por um tempo total de 48 horas. Nos métodos 

Pour plate e Spread plate, verificou-se o crescimento celular correspondente a <2Log 

UFC/g e, na microdiluição, apurou-se a presença de turbidez fraca na reidratação em 

MRS e ausência de turbidez para os demais diluentes. Portanto, constatou-se que o 

produto em questão não estava de acordo com os padrões de qualidade para ser 

considerado probiótico e propagar alegações de benefícios, uma vez que as células 

estavam injuriadas e inviáveis. 

 

Palavras-chave: Probiótico. Liofilização. Viabilidade. Lactobacillus acidophilus. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Growth in demand for healthy food caught the attention of the food industry. 

Then, emerged new products like the probiotics. Probiotics are alive microorganisms 

capable to offer some healthy benefit for the host. Although, the processing can 

compromise the cells characteristics. ANVISA establishes requirements to keep a 

quality padron in the commercialization of this product, and in this way becomes 

necessary the elaboration of studies and research to investigate the quality of the 

products available in the market, verifying if the enterprises follows that requirements. 

The experiment consisted in the rehydration of an probiotic culture freeze-dried in four 

types of diluents: saline solution, ringer, peptone water and MRS. Each sample was 

homogenized and after the time of rehydration some sequential dilutions were made; 

Soon after, were put on plates by the methods pour plate and spread plate. Also, was 

made a microdilution of the reconstituted samples. The Petri Plates and the 

microdilution plates were incubated by a total time of forty-eight hours (48h). In the 

pour plate and spread plate methods, verified the cellular growth corresponding to 

<2Log UFC/g and in the microdilution was noticed weak turbidity for the MRS 

rehydration and absence of turbidity for the others diluents. Thus, verified that the 

product under analysis was not according with the quality requirements to be 

considered a probiotic and fulfill benefits allegations, since the cells were injured and 

infeasible. 

Keywords: Probiotic. Freeze-dried. Viability. Lactobacillus acidophilus.
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1 INTRODUÇÃO 

De acordo com uma recente pesquisa realizada pela Federação das 

Indústrias do Estado de São Paulo (FIESP, 2018), verificou-se que os hábitos 

alimentares dos brasileiros estão passando por transformações, onde há 

preocupação com a saúde e entendimento acerca de fatores que estão 

relacionados com a prevenção de doenças e melhorias na sua própria saúde. 

Nesse cenário de adoção de novos hábitos, destaca-se a procura por uma 

alimentação equilibrada e estilo de vida saudável. 

Com essa crescente notoriedade do valor da alimentação equilibrada, 

houve atração da indústria alimentícia para atender esse público consumidor de 

alimentos saudáveis. Deste modo, pesquisas e inovações tecnológicas na 

produção de alimentos foram fomentadas, de forma que evidencia a demanda 

pela preservação da biodisponibilidade das propriedades funcionais dos 

alimentos e a formulação de alimentos que portam a característica de 

proporcionar benefícios à saúde (BAJPAI et al., 2018; SANSONE et al., 2018). 

Dentre os produtos elaborados com o intuito de oferecer qualidades 

vantajosas para a saúde, encontra-se a categoria que vincula características 

probióticas. Os probióticos são descritos como micro-organismos vivos que, 

quando ingeridos em quantidades adequadas, são capazes de oferecer algum 

benefício para faa saúde do hospedeiro (FAO; WHO, 2001). O uso de probióticos 

disseminou-se para a intervenção em desarranjos intestinais e no interesse em 

estabelecer a saúde da microbiota que, por sua vez, é capaz de interferir 

convenientemente na saúde humana no contexto de doenças gastrointestinais e 

hepáticas (DAILEY et al., 2018). 

Os probióticos podem ser utilizados pela indústria na fabricação de 

bebidas e alimentos fermentados com finalidade de obtenção de características 

sensoriais como também com fins terapêuticos. Dentre os alimentos adicionados 

de culturas probióticas, destacam-se os alimentos lácteos como queijos, 

iogurtes, leite fermentado e formulações infantis, sendo o leite fermentado 

compondo-se de Lactobacillus casei o primeiro produto probiótico 

comercializado (RAUTAVA, WALKER, 2009; SACCARO, 2008; SAAD, 2006). 
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Tratando especificamente do uso terapêutico, as culturas probióticas 

podem ser comercializadas em sua forma liofilizada que produz células viáveis 

para posterior encapsulação. O processo de liofilização submete as células a 

variações extremas de temperatura e tais variações podem ocasionar a perda 

de viabilidade das células. No entanto, são utilizadas técnicas que objetivam 

manter as células viáveis mesmo após passar pelo processo de liofilização. Uma 

dessas técnicas é a utilização de substâncias crioprotetoras que permitem 

assegurar a qualidade da cápsula probiótica a ser comercializada em seu 

processo de obtenção (LI et al., 2016; HER; KIM; LEE, 2014; GBASSI; 

VANDAMME, 2012; JALALI et al., 2012). 

Com isso, existem legislações incumbidas de certificar a 

comercialização dos produtos probióticos disponibilizados pela indústria e 

regulamentar as alegações de benefícios a saúde que esses produtos referem. 

Tanto na Europa, quanto nos Estados Unidos, existem legislações que solicitam 

a comprovação das alegações de benefícios por meio de evidências científicas 

(GONZÁLEZ-DÍAZ; GIL-GONZÁLEZ; ÁLVAREZ-DARDET, 2018). 

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) dispõe 

na Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 241, de 26 de Julho de 2018, que 

os fabricantes de produtos probióticos devem apresentar documentos técnicos 

devidos que comprovem a viabilidade da cultura, bem como os benefícios 

alegados de acordo com a estirpe utilizada, que também deve ser exposta e 

caracterizada. Dessa forma, faz-se necessária a elaboração de estudos e 

pesquisas que investiguem a qualidade dos produtos disponíveis no mercado e 

suas adequações quanto aos requisitos propostos pela legislação, da mesma 

maneira que é importante averiguar diferentes métodos utilizados na condução 

do estudo de viabilidade das células. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito de diferentes soluções diluentes e métodos de 

plaqueamento na determinação da viabilidade de um produto probiótico 

liofilizado. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar diferenças entre a reconstituição do probiótico em diferentes 

diluentes; 

• Verificar efeitos na variação do tempo de reidratação e do meio de 

reidratação do produto probiótico; 

• Verificar a viabilidade das células através dos métodos de 

plaqueamento Pour plate e Spread plate e pela técnica microdiluição. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1. Microrganismos probióticos e bactérias lácticas 

A palavra probiótico tem sua origem grega, onde o prefixo “pro” assume 

o sentido de vantagem e “bio” significa vida. Assim, o termo probiótico significa 

“a favor da vida” ou “para vida”. Os probióticos foram inicialmente descritos por 

Metchnikoff e Mitchell (1908) ao teorizar que poderiam surtir efeitos benéficos a 

saúde a partir de alterações na microbiota intestinal com bactérias benéficas 

encontradas em produto lácteo fermentado (MACKOWIAK, 2013; QUIGLEY, 

2010). Já o termo probiótico foi definido inicialmente por Lilly e Stillwell (1965) 

como substâncias secretadas por organismos, que assim podem estimular o 

crescimento de novos microrganismos. Posteriormente, em 1974, Parker (1974) 

definiu que probióticos são organismos e as substâncias por eles secretadas, de 

forma que contribuem com o equilíbrio da microbiota intestinal. 

De acordo com a FAO; WHO (2001), probióticos são “microrganismos 

vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem um 

benefício à saúde do hospedeiro”. Já a ANVISA, conforme a instrução normativa 

RDC nº 2 de 2002 (BRASIL, 2002), define que probióticos como “microrganismos 

vivos capazes de melhorar o equilíbrio”, no entanto, essa não possui caráter 

legislativo. Para serem considerados probióticos, os microrganismos devem ter 

origem humana, bem como resistir às condições de processamento e 

gastrointestinais, não devem apresentar patogenicidade e devem conferir efeitos 

benéficos à saúde humana, conforme o estabelecido pela Food and Agriculture 

Organization of the United Nations e World Health Organization (FAO; WHO, 

2001). 

Dentre esses microrganismos capazes de conferir esses efeitos 

positivos encontram-se as Bactérias ácido-lácticas, mais especificamente o 

gênero Lactobacillus (Lactobacillus acidophilus. L. casei, L. crispatus, L. 

johnsonii, L. murinus, L. intestinalis, L.rhamnosus, L. plantarum, L. reuteri, L. 

salivarius), que é o mais utilizado como probiótico e o gênero Bifidobacterium 

(Bifidobacterium bifidum, B.infantis, B. Longum, B. Brevis e B. lactis) (GUARNER 
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et al., 2011). O gênero Bifidobacterium já foi considerado como bactéria lática 

por compartilhar algumas de suas características em comum, no entanto, é 

filogeneticamente independente. (WESSELS et al., 2004). 

As bactérias ácido lácticas (BAL) são Gram-positivas, anaeróbias, 

catalase negativas e não formadoras de esporos, morfologicamente podem ser 

formadoras de cocos ou bastões. Quanto à temperatura de crescimento, as 

bactérias ácido lácticas são classificadas como mesófilas, isto é, apresentam 

crescimento ótimo em temperaturas entre 25°C e 45°C (FORSYTHE, 2013). 

Considerando o produto final da fermentação, são agrupadas em 

homofermentativas e heterofermentativas, sendo que as homofermentativas 

produzem principalmente ácido láctico a partir da fermentação de glucose e as 

heterofermentativas produzem outras substâncias além de ácido láctico, como 

dióxido de carbono, ácido acético e etanol (CARR; CHILL; MAIDA, 2002). 

As bactérias ácido láctica fazem parte da microbiota humana e são 

encontradas tanto nas mucosas humanas como também podem ser adquiridas 

através da alimentação, em razão de participarem do processo de produção de 

alimentos com carnes, vinhos, laticínios e vegetais acidificados (FORSYTHE, 

2013). O amplo uso dos probióticos na indústria de alimentos se estende desde 

métodos convencionais, como a produção de queijos, e segue até 

desenvolvimentos mais recentes da tecnologia de alimentos (RIBEIRO; 

SIMÕES; JURKIEWICZ, 2009). 

Além disso, as bactérias ácido lácticas são utilizadas na silagem para 

alimentação animal a fim de conferir os benefícios e aumentar a qualidade da 

carne do animal alimentado com probióticos (KUSS et al., 2009). A BAL também 

pode ser adicionada com agente de biopreservação em frutas e vegetais a partir 

do controle de fungos e bactérias (SOBRINO-LÓPEZ; MARTÍN-BELLOSO, 

2008). Portanto, destaca-se também que estas bactérias podem conferir 

aumento da vida de prateleira, valor nutricional, sabor, aroma e textura de um 

produto (RODRIGUES; FELKL; BITENCOURT, 2012; OLIVEIRA et al., 2002). 

As bactérias ácido lácticas possuem a capacidade de conservação, isto 

é, contribuem positivamente com a vida útil de prateleira do alimento a qual elas 
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foram adicionadas (RODRIGUES; FELKL; BITENCOURT, 2012). O que pode 

ser explicado pela característica de biocontrole que essas bactérias possuem, 

ou seja, as bactérias probióticas possuem ação antimicrobiana a partir da 

liberação de bacteriocinas que possuem ação contra microrganismos 

patogênicos, liberam também ácidos orgânicos que conferem vantagens às 

bactérias lácticas no processo de fixação na mucosa intestinal e a competição 

por nutrientes é outro fator que explica a ação antimicrobiana (DALIÉ et al., 2009; 

FLEMMING; FREITAS, 2005; FULLER et al., 1989; PETRI, 2000). 

As bactérias probióticas são utilizadas pela indústria principalmente em 

alimentos infantis, produtos lácteos e preparações farmacêuticas, sendo o grupo 

dos lácteos o mais representativo deles (SACCARO, 2008). Portanto, a 

produção de alimentos probióticos e a realização de pesquisas com culturas 

probióticas está voltada para a utilização alimentos de origem animal, como leites 

fermentados e iogurtes, por serem os mais comercializados nesse contexto 

(SAAD, 2006). 

Além da apresentação em alimentos, as culturas probióticas são 

comercializadas também em forma de comprimidos, cápsulas e sachês 

compostos pela bactéria liofilizada (GUARNER et al., 2011). A liofilização é um 

dos métodos utilizados para obtenção de células viáveis para encapsulação. 

Esse método consiste na secagem a partir do congelamento e sublimação do 

líquido presente. O processo é compreendido por três etapas: congelamento 

rápido, desidratação primária e desidratação secundária, sendo as etapas de 

desidratação e as condições de armazenamento responsáveis por perdas na 

sobrevivência das células (SANTIVARANGKNA et al., 2011). 

Dentre outros fatores que interferem na sobrevivência das células 

encontram-se o meio de congelamento, temperatura, atmosfera, temperatura de 

desidratação e atividade de água (CHAMPAGNE et al., 1991). Portanto, para 

garantir a viabilidade da cultura probiótica, existem fatores que visam a proteção 

para submeter ao processo de encapsulação. Uma das formas de auxiliar na 

proteção é a utilização do meio de liofilização composto por carboidratos, que 

tem seus mecanismos atribuídos às ligações de hidrogênio entre a membrana 

da célula e o meio de cultura, e a partir disso são desencadeadas as ações de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santivarangkna%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22417602


14 
 

proteção (LESLIE et al., 1995; CARVALHO et al., 2004). Além disso, o uso de 

carboidratos como meio de liofilização permite, durante o processo de 

desidratação, a formação de uma matriz vítrea que previne reações e processos 

inativadores das células (SANTIVARANGKNA, et al., 2011). No entanto, esse 

estado vítreo não é capaz de impedir sozinho todos os fatores que causam danos 

às células (KURTMANN et al., 2009) 

Ademais, existem outras maneiras de promover a proteção celular para 

evitar o dano durante a liofilização. Dentre eles encontram-se um eficiente 

processo de encapsulação, utilização de substâncias crioprotetoras, como 

substâncias prebióticas, açúcares e leite desnatado, e a aplicação de 

tratamentos de estresse subletais, como choque térmico (LI, et al. 2016; 

IRAVANI; KORBEKANDI; MIRMOHMMADI, 2015; SAVINI et al. 2010). Tratando-

se da utilização de substâncias crioprotetoras e exposição a estresses subletais, 

foi verificado que essas duas formas de tratamento são apropriadas para 

proteger as células durante o processo de liofilização e armazenamento 

(LEANDRO et al. 2013). 

Já para o encapsulamento ser eficaz para preservar a cultura probiótica 

diante das adversidades de armazenamento, depende do material utilizado em 

sua produção. Dentre os materiais estudados encontram-se alginato, quitosana, 

carragenina, gomas, gelatina, proteína de soro de leite, amido e revestimento 

por compressão. O material utilizado deve ser capaz de manter a viabilidade do 

probiótico perante as condições gastrointestinais, resistir ao meio ambiente e 

circunstâncias de armazenamento e processamento. Dos materiais estudados, 

nem todos preenchem totalmente os requisitos mencionados, como por exemplo 

o alginato que, apesar de resistir ao trato gastrointestinal, não protege contra o 

meio ambiente (HADZIEVA et al., 2017; LI et al., 2016; IRAVANI; KOBERKANDI; 

MIRMOHAMMADI, 2015). 

Portanto, para assegurar que as células estejam viáveis e possam ser 

comercializadas, deve-se assegurar que o conteúdo do produto esteja de acordo 

com o aprovado para rotulagem. E com isso a ANVISA é responsável por 

estabelecer normas, conceder registros de produtos, segundo as normas de sua 

área de atuação, controlar e fiscalizar, com o intuito de garantir a qualidade das 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Santivarangkna%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22417602
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culturas probióticas comercializados (BRASIL, 1999a; BRASIL, 2000; 

STRINGHETA et al., 2007). 

A quantidade mínima de células viáveis de lactobacillus acidophilus para 

conferir benefício à saúde deve estar entre 108 e 109 Unidades Formadoras de 

Colônias (UFC) e o produto comercializado deve apresentar essa quantidade 

mínima de colônias, e a empresa deve comprovar sua eficácia a partir da 

apresentação de laudo de análise do produto que comprove a quantidade 

mínima viável do microrganismo até o final do prazo de validade e teste de 

resistência da cultura utilizada à acidez gástrica e aos sais biliares (BRENNAN; 

WANISMAIL; BIBEK, 1983; ANVISA, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 

4. METODOLOGIA 

Trata-se de um estudo experimental de caráter qualitativo e quantitativo 

realizado no Laboratório de Higiene dos Alimentos do Departamento de Nutrição 

da Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília, Brasília – DF. 

 

4.1. Obtenção do produto probiótico 

Adquiriu-se um produto probiótico encapsulado em uma farmácia do 

Distrito Federal para avaliar se a viabilidade do micro-organismo probiótico 

correspondia a informada pelo fabricante. Na embalagem do produto probiótico, 

consta que o produto contém 2,0 x 108 UFC/g do probiótico por cápsula. Na bula 

do produto consta que juntamente com o probiótico há presença de 

estabilizantes, antiumectantes e corantes. Na embalagem, consta a informação 

que o produto foi fabricado em janeiro de 2018 e a data de vencimento é 

referente a janeiro de 2020. 

 

4.2 Reidratação do produto probiótico liofilizado 

A reidratação do produto probiótico liofilizado foi realizada nos seguintes 

meios: (i) água peptonada 0,1%; (ii) salina 0,85 %; (iii) solução Ringer solution e 

(iv) caldo MRS. O produto probiótico liofilizado foi retirado das cápsulas e 

colocados em microtubos eppendorffs de capacidade de 1,5 mL. Alíquotas de 1 

mL das soluções diluentes foram adicionadas nos eppendorffes contendo o 

probiótico. O produto foi homogeneizado e incubado a 37 °C por 1h e 2 horas. 

 

4.3 Determinação da viabilidade 

Após o período de reidratação os produtos reidratados foram avaliados 

pelos seguintes métodos microbiológicos: (i) plaqueamento em MRS pela 
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técnica Pour plate; (ii) plaqueamento em MRS pela técnica Spread plate e (iii) 

pela técnica de microdiluição em caldo MRS. 

 

4.3.1. Pour Plate 

Alíquota de 1 mL de cada amostra reconstituída por 1h ou 2h foram 

submetidas a diluições seriadas em água peptonada 0,1 %. As diluições de   10-

1 a 10-8 foram selecionadas para serem plaqueadas. Em placas vazias, alíquotas 

de 1 mL das diluições foram adicionadas na placa de Petri vazia e, em seguida, 

adicionou-se aproximadamente 20 mL do meio MRS agar. A amostra e o MRS 

agar foram homogeneizados por movimentos circulares em formato de oito. 

Esperou-se o endurecimento do meio e o mesmo foi incubado a 37 °C em estufa 

bacteriológica por 48h. 

 

4.3.2. Spread Plate 

Alíquota de 1 mL de cada amostra reconstituída por 1h ou 2h foram 

submetidas a diluições seriadas em água peptonada 0,1 %. As diluições de   10-

1 a 10-8 foram selecionadas para serem plaqueadas. Em placas contendo MRS 

agar, adicionou-se 0,1 mL das diluições e espalhadas com alça de drigalsky até 

obter a secagem da placa. As placas foram incubadas a 37 °C em estufa 

bacteriológica por 48h. 

 

4.3.3. Microdiluição 

Nesta técnica, utilizou-se placa de microdiluição de 96 poços 

preenchidas com 90 μL de caldo MRS. Produto probiótico reidratado nos 

diferentes diluentes foi submetido a diluição seriada nos pocinhos contendo 

caldo MRS. A placa foi incubada a 37 °C em estufa bacteriológica e foram 

avaliadas quanto ao crescimento com 24h e 48h de incubação. 
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4.4. Análise dos resultados 

Os resultados obtidos pelas técnicas de plaqueamento por Spread plate 

e Pour plate levam em consideração o número de Unidades Formadoras de 

Colônias obtidas. Recomenda-se a contagem das placas que apresentam entre 

25 a 250 colônias. Já pelo método de microdiluição, avalia-se somente a 

presença de turbidez do meio. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na tabela 1 a seguir, estão apresentados os resultados obtidos com os 

métodos de plaqueamento Spread plate e Pour plate. 

Tabela 1 – População estimada de acordo com método de plaqueamento, 
tempo de reidratação, tipo de diluente e grau de diluição 

Método Diluente 
Tempo de 

reidratação 

População 

estimada 

Spread plate 

Água peptonada 
1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Solução Ringer 
1h <2 Log UFC/g 

2h <2 Log UFC/g 

Caldo MRS 
1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Solução salina 

0,85% 

1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Pour Plate 

Água peptonada 
1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Solução Ringer 
1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Caldo MRS 
1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Solução salina 

0,85% 

1h <2Log UFC/g 

2h <2Log UFC/g 

Fonte: A autora. 

Os métodos Pour plate e Spread plate apresentaram resultados 

estimados correspondentes a <2 UFC/g para todos os diluentes utilizados e 

tempos de reidratação. As variações extremas de temperatura durante a 

liofilização e processo de armazenamento são capazes de comprometer a 
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fluidez da membrana celular e, a partir disso, prejudicar as funções e atividades 

dessas células (MILLS et al., 2011). 

No entanto, para evitar esses danos, são utilizados agentes 

crioprotetores que são capazes de reduzir o estresse físico e químico advindos 

dessas variações de temperatura (AGUIAR et al., 2012). Neste caso, presume-

se que a substância crioprotetora utilizada não foi eficaz na proteção dos danos 

causados pela liofilização da cultura analisada, uma vez que a viabilidade da 

célula pode variar de acordo com o tipo de substância utilizada e conforme a 

concentração deste crioprotetor (SULTANA et al., 2000). 

Outro fator ao qual foi atribuído o resultado obtido da cultura em questão 

foi o tipo de estirpe utilizada. Ainda que a estirpe utilizada não tenha sido 

informada, sabe-se que o grau de viabilidade da cultura também varia de acordo 

com a estirpe empregada no processo (MORGAN et al., 2006). E mesmo 

estando dentro do prazo de validade, pode ter ocorrido perda da viabilidade. Por 

consequência disso, a cultura analisada encontra-se fora das características 

para ser considerada probiótica, uma vez que a quantidade mínima de células 

viáveis deve estar entre 108 e 109 Unidades Formadoras de Colônias. Sendo 

essa a quantidade de células viáveis de Lactobacillus acidophilus liofilizadas que 

contribui de forma eficaz para a saúde humana e para ser considerado como 

probiótico. Umas das condições para uma estirpe ser considerada probiótica é 

apresentar sobrevivência a diferentes processos tecnológicos e manter uma 

quantidade mínima de células viáveis (106 UFC mL-1) para proporcionar os 

benefícios a saúde do consumidor (BRENNAN; WANISMAIL; BIBEK, 1983). 

Portanto, para garantir a segurança e certificar que a cultura probiótica 

comercializada ofereça os benefícios para a saúde humana, foi estabelecido 

pela ANVISA (2018) que as empresas que manipulam esse produto devem emitir 

os documentos técnicos que identifiquem corretamente a espécie e linhagem 

utilizada e que caracterizem também a linhagem. Além disso, as empresas da 

mesma forma têm de apresentar evidências e testes que comprovem o benefício 

à saúde e sobrevivência em condições gástricas, considerando a quantidade 

mínima de células viáveis para obtenção desses efeitos benéficos. 
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Na tabela 2 a seguir, estão apresentados os resultados referentes ao 

método de microdiluição 

Tabela 2 – Grau de turbidez em decorrência do diluente e tempo de 
incubação por meio de microdiluição 

Método Diluente 
Tempo de 

Incubação 

Grau de 

turbidez 

 

Microdiluição 

Água peptonada 
24h - 

48h - 

Solução Ringer 
24h - 

48h - 

Caldo MRS 

24h - 

48h 
Presença de 

turbidez fraca 

Solução salina 

0,85% 

24h - 

48h - 

Fonte: A autora. 

Ao empregar a técnica de microdiluição, verificou-se que nas primeiras 

24h não houve alteração na turbidez em nenhum dos poços, mas ao completar 

48h constatou-se a viabilidade de culturas nas diluições feitas em caldo MRS. 

Assim como ocorreu nos diferentes plaqueamentos, verificou-se que houve dano 

à célula, sendo essa parcialmente recuperada em meio diluente MRS por um 

tempo de 48h. Esta condição de enriquecimento proporcional à recuperação das 

células ocorreu provavelmente pelo fato do caldo MRS ser um meio muito rico 

nutricionalmente. A composição do meio MRS é a seguinte: digestão enzimática 

de tecido animal, extrato de carne bovina, extrato de levedura, dextrose, acetato 

de sódio, polisorbato 80, fosfato de potássio, citrato de amônio, sulfato de 

magnésio e sulfato de manganês, ou seja, sua composição nutritiva confere 

ambiente favorável em relação aos demais diluentes utilizados (De MAN; 

ROGOSA; SHARPE, 1960). 
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Além disso, o tempo de incubação foi outro fator que afetou de forma 

positiva na análise, tendo em vista que a verificação da amostra após 48h 

apresentou turbidez mais intensa. Sabe-se que o crescimento celular pode variar 

de acordo com a variação de fatores como diferentes tipos de diluentes, meio de 

cultura, temperatura e tempo de incubação. Neste caso, por se tratar de células 

injuriadas, foi necessário um tempo de incubação maior para aferir a formação 

de turbidez pelo crescimento celular (EICHNER; DICKSON, 1974; VIEIRA; 

NAHAS, 2000; MARTINS; FIÚZA; MARTINS, 2013). 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A partir dos resultados da avaliação dos diferentes diluentes e métodos 

de plaqueamento na determinação da viabilidade, concluiu-se que o produto 

probiótico liofilizado apresentou-se num estado de injúria ou perda de sua 

viabilidade. Considerando isso, não foi possível analisar a variação do tempo de 

reidratação das amostras visto que não houve crescimento celular suficiente 

para realizar tal análise. 

Por se tratar de um micro-organismo que não suportou o estresse 

submetido durante o processamento industrial, verificou-se que a utilização de 

um diluente capaz de conferir maior aporte nutricional e um tempo de incubação 

mais prolongado propiciaram condições melhores para o crescimento 

bacteriano. 

A amostra analisada não obteve resultados compatíveis com os 

requisitos estabelecidos por não apresentar quantidades satisfatórias de células 

viáveis, portanto é possível verificar a importância do amparo por meio da 

legislação específica responsável por assegurar a qualidade do produto 

comercializado com laudo de análise do produto que comprove a quantidade 

mínima viável do microrganismo até o final do prazo de validade, buscando 

garantir que esse produto confira os efeitos benéficos para a saúde humana, 

conforme o que foi proposto para sua comercialização. 
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